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RNA干扰（RNA interference, RNAi）是近年发现的
一种重要的基因表达调控方式，是由转入细胞的小干扰
双链RNA诱导同源mRNA特异性降解产生的一种转录后
基因沉默现象（post transcription gene silencing, PTGS）。
RNAi技术随着细胞生物学、分子生物学、分子遗传学、
免疫学等相关学科的迅猛发展，在理论和技术上已趋成
熟, 已从实验及基础研究过渡到临床试用阶段。同其它
肿瘤治疗手段相比，RNAi技术的主要优势在于其主要针
对致病的相关基因起作用，特异性下调相关基因的表达
以达到治疗的目的。目前在体内实现RNAi的两种常用方
式是为利用病毒载体表达短的发夹状RNA（short hairpin, 
shRNA）以及化学合成的小干扰RNA（small interfering, 
siRNA）。由于化学合成的siRNA成分简单清楚，完全
模拟体内天然形成的siRNA，直接进入RISC复合体中
发挥功能，不会影响体内内源性微小RNA（microRNA, 
miRNA）对基因的调控过程，在治疗方面受到更多的关
注
[1] 。
1    RNA干扰技术的作用机理
1995年， 美国科学家Su Guo和Kemphues在试图阻断
秀丽新小杆线虫 （C. elegans） 中的par-1基因时， 首先发现了
反义和正义RNA均可使基因受到抑制的现象。 1998年An-
drew Fire和Craig Mello发现双链RNA分子（double-stranded 
RNA, dsRNA） 可以实现整个同源基因的完全沉默， 并将这
种现象称为RNAi。
RNAi为一种双链RNA分子，在mRNA水平上关闭相
对应序列的基因表达或使其沉默的过程，即序列特异性
的转录后基因沉默，可以特异性阻断真核细胞中蛋白的
表达
[2]，大致分为起始阶段、 效应阶段和扩增放大阶段。
在起始阶段中， 核酸酶将dsRNA切割成21-23个核苷酸的含
有3’突出端的siRNA。 在效应阶段中， siRNA在TAR-RNA
结合蛋白 （TAR RNA-binding protein, TRBP） 的参与下结合
到核糖核苷酸酶复合物上形成RNA诱导的基因沉默复合
体（RNA induced silencing complex, RISC） 。 RISC依赖ATP
解聚siRNA双链成单链并激活RISC， 激活的RISC通过碱
基配对定位到同源mRNA上， 并在其特征性的3’端突出以
及dsRNA特异性核酸内切酶（dsRNA specific endonuclease, 
Dicer） 的作用下， 在配对碱基的第10与11碱基之间切割并
降解靶mRNA
[3]， 最后再被核酸外切酶进一步降解， 从而
干扰基因表达
[4]。 DsRNA特异性核酸内切酶广泛存在于
真核生物中， 其类似物相继在拟南芥、 秀丽线虫及哺乳动
物中被发现
[5]。 在扩增放大阶段中， siRNA可作为引物使
mRNA转变为dsRNA， 在以RNA为模板指导RNA合成的聚
合酶（RNA-direct RNApolymerase, RdRP）的作用下扩增
后， 再被裂解成siRNA。 新生的siRNA生成后与核酸酶形成
复合物， 随后mRNA与siRNA的正义链置换， mRNA的位
置与最初正义链的位置相同， 从而被核酸酶在相同位置降
解。 新产生的siRNA可作用于同源的mRNA使其降解， 形成
新一轮的基因沉默效应， 产生级联放大效应。
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RISC是一种核糖核蛋白， 包含有RNA及AGO22、 VIG
等多种蛋白成分
[6]， 为miRNA/RNAi途径的核心， 其中心
作用元件为Argonaute蛋白家族， 该蛋白家族是一类相对分
子质量（Mr）约100 000的序列高度保守的蛋白质， 包括PI-
WIL1-4和eIF2C1/ago1-eIF2C4/ago4两个亚家族， 家族中的
成员均含有2个RNA结合结构域， 即PAZ和PIWI结构域，
与特异性降解靶mRNA以及促进miRNA/siRNA释放有
关， 在人体中只有Ago-2具备具有水解活性的催化活性区。
外源合成的siRNA由于与经Dicer/TRBP剪切得来的内源
miRNA十分相似， 因此双链RNA装载进入RISC后， 经过
Ago-2水解并释放过客链 （passenger strand） ， 成熟的引导链
（guide strand）RNA装载进入RISC， 通过种子序列 （seed 
sequence）特异性地与其靶mRNA的3’UTR结合， 进而诱导
沉默。 引导链RNA装载RISC的选择性是由siRNA末端不
同的热力学稳定性决定的， 热力学稳定性较差的引导链的
5’末端易于解螺旋并结合到RISC复合物上， Ago蛋白质不
同的PIWI结构域使RISCs有着不同的功能，如与引导RNA
完全互补的mRNA可被Ago-2蛋白识别并降解， 部分互补则
会诱发蛋白质翻译抑制从而抑制蛋白质合成
[7]。
RNAi技术可以利用内源性RNA通路调节靶基因， 将
siRNA转运到细胞内激活RISC， 特异高效地诱发靶mRNA
的沉默以抑制致病基因的表达。 因此包括肿瘤、 自身免疫
病、 显性遗传性疾病与病毒感染在内的致病基因引起的疾
病都有望以RNAi技术治愈
[8]。 目前， RNAi技术的研究已
经取得了一定的成果， 许多医药公司已经开展了RNAi疗法
以及技术平台的商业化运作。
2    siRNA的导入及稳定性
人工合成的siRNA极性与分子量较大， 不易透过
细胞膜， 所以将siRNA转入靶细胞、 靶组织或靶器官中
并使其有效地发挥生物学效应是RNAi技术走向实际临
床应用的关键， 目前常用的转入方法包括阳离子脂质体
（cationic liposome）技术， 胆固醇结合siRNA意义链， 抗
体/鱼精蛋白片段融合siRNA， 环糊精纳米颗粒包裹、 适
体-siRNA复合体以及病毒
[9]等， 其中以阳离子脂质体最为
常见。 阳离子脂质体与siRNA形成复合物通过内体途径
转染入细胞后将siRNA释放到细胞质中与RISC结合， 其
沉默效果可持续数天至数周。 阳离子脂质体一般由胆固
醇、 磷脂酰胆碱、 磷脂酚乙醇胺等中性磷脂与合成的双链
季铵盐型表面活性剂阳性成分组成， 可以克服脂质体作
为载体的靶向分布不理想、 稳定性较差的缺点， 具有防止
核酸降解， 特异性传递， 无毒、 无免疫性、 可生物降解， 基
因转染率高， 易于制备、 使用方便等特点。
SiRNA的稳定性可影响RNAi的效率、半衰期以及使
用剂量从而影响临床治疗效果，化学修饰其RNA骨架结
构可在不降低RNAi效率的同时提高其体内稳定性，如以
2’F，2’O-Me以及2’H等取代基修饰RNA骨架可提高siRNA
在血液中的稳定性
[10]；25-27 mer的双链siRNA经过酶切
割后可比21 mer双链siRNA更易与RISC结合，可有效提高
RNAi效率
[11]。
3    RNA干扰技术的特点
RNAi以特异性序列为靶点抑制基因表达，其主要特
点为作用的特异性与高效性、靶点的多样性与选择性、
效应的可遗传性等
[12]。
3.1  RNAi作用的特异性  RNAi是转录后水平上的基因沉
默
[13]，高度的序列特异性可精确至致病等位基因中单个
碱基水平，故能特异地诱导目的mRNA降解，同时避免
目的mRNA同家族的其他mRNA降解，从而实现对致癌基
因等靶基因的精确沉默。
3.2  RNAi作用的高效性  RNAi效率的影响因素包括末端
热力学稳定性、靶mRNA可接近性以及siRNA的结构等。
同反义DNA寡核苷酸以及核酶等反义技术相比RNAi具
有更高的效率，主要原因为siRNA可作为引物使mRNA
转变为dsRNA，新生的dsRNA又作用于靶mRNA产生更
多的siRNA，这些siRNA又可使更多的靶mRNA产生更多
的dsRNA，如此循环使少量siRNA分子就能产生强烈的
RNAi效应即级联放大效应。
3.3  RNAi靶点的多样性  疾病的治疗可以分为病因学治疗
和病理生理学治疗两类，RNAi疗法即为典型的病因学治
疗。疾病可以分为单基因病、多基因病和获得性基因病
三类，基因靶点繁多，而RNAi技术可以沉默人类基因组
中所有已确定的蛋白编码基因，因此理论上RNAi技术可
以作用于所有致病基因。
3.4  RNAi靶点的选择性  RNAi对作用的靶基因位点具有选
择性，转入体内的外源性dsRNA只作用于成熟mRNA，
对mRNA前体没有或很少具有影响。RNAi的选择性使其
只抑制致病基因而不影响正常等位基因的表达，从而减
少对人体的副作用。
3.5  RNAi效应的可遗传性  RNAi效应可以在细胞间传递并
维持作用效果，一般可持续数代，如dsRNA不随着细胞
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4    RNA干扰技术在肿瘤治疗中的作用靶点
RNAi技术可以针对多个基因或者基因族的共同序
列来同时抑制多个基因的表达，从而能够更有效地抑制
如癌基因、癌相关基因或突变基因等的过度表达， 使这
类基因保持在静默或休眠状态，达到治疗疾病的目的。
目前RNAi肿瘤治疗靶点主要集中在肿瘤相关基因（癌基
因、病毒癌基因、肿瘤抑制基因、肿瘤转移相关基因和
肿瘤耐药基因）及与细胞凋亡、信号传导、有丝分裂有
关的基因等
[14]。
4.1  针对癌基因  RNAi能够高效特异地沉默癌基因的表
达，通过沉默癌基因K-ras可降低K-ras活性导致肿瘤细胞
凋亡的增加、增殖与侵袭能力下降；周期蛋白E可在G1
期发挥作用，加速G1至S期的转化，应用RNAi技术沉默
周期蛋白E可有效地抑制肿瘤细胞的增长；干扰COX-2基
因表达可降低COX-2活性，对细胞的体外恶性增殖有明
显的抑制作用
[15]。
4.2  针对抑癌基因  p53基因与人体肿瘤的发生密切相关，
其突变可引起人体肿瘤的发生而过度表达可促使细胞凋
亡。siRNA能特异性抑制突变型p53并一定程度上恢复野
生型基因的表达和功能。
4.3  针对肿瘤抗凋亡基因  肿瘤细胞表面受体、代谢机
制变异所产生的抗凋亡蛋白是导致肿瘤耐药性的主要原
因。针对抗凋亡蛋白基因的特异siRNA可抑制抗凋亡蛋
白过表达，同时可显著增加caspases的水平，从而显著提
高细胞的凋亡率，增强其药物敏感性
[16]，如将FasL特异
性的siRNA导入体内抑制FasL的表达可促进A549肺癌细胞
凋亡并增强化疗药物的抗癌作用
[17]。
4.4  针对肿瘤耐药基因  多药耐药性（multidrug resistance,  
MDR）是肿瘤化疗失败的主要原因，其主要因素与肿
瘤细胞MDR基因编码的糖蛋白过度表达有关。Mdr1对
于细胞的多药耐药性起着重要的作用，其编码的p-糖蛋
白（P-glycoprotein, P-gp）可与多种药物结合，通过激活
ATP泵将扩散进入细胞的亲脂类药物泵出细胞外，从而
使细胞内药物浓度降低，导致细胞耐药。研究表明，将
shRNAs转入HT9非白血性白血病细胞内，可有效地下调
mdr1基因、mRNA以及P-gp的表达，细胞对尖杉酯碱、
阿霉素等抗肿瘤药物的敏感性显著提高
[18]。
4.5  针对端粒酶基因  端粒酶可维持端粒的长度和使其避
免衰老并增强肿瘤细胞的复制潜能。如端粒酶活性受到
抑制可使端粒缩短、引起端粒复制停滞，从而导致肿瘤
细胞凋亡。有研究者通过RNAi技术抑制PC-3以及DU145
前列腺癌细胞中人端粒酶逆转录酶（human telomerase 
reverse transcriptase, hTERT）基因，可分别降低至-80%
和-55%的酶活性，使hTERT mRNA及相应蛋白表达的显
著降低并有效地抑制肿瘤细胞增殖
[19]。
4.6  针对细胞周期调控因子  细胞周期调控因子异常引
起细胞周期的平衡被打破，其导致的细胞过度增殖有可
能是导致肿瘤发生的原因之一。RNAi可通过沉默MCF-
7hPEBP4、skp-2等调控因子，沉默polyA多聚酶Trf4/5家
族中的Cid14
[20]，以及磷酸甲基化沉默异染色质使组蛋白
H3S10磷酸化阻止Swi6–H3K9me2与之结合，诱导细胞周
期阻滞延迟，抑制肿瘤的生长
[21]。
4.7  针对生长因子  表皮生长因子受体（epidermal growth 
factor receptor, EGFR）在实体肿瘤的发生中起着促进作
用，非病毒基因疗法结合EGFR-RNAi技术可沉默表皮生
长因子在实体肿瘤中的表达，表明EGFR可以作为治疗肿
瘤的有效靶点
[22]。
4.8  针对肿瘤发生过程中的关键酶  酮糖移转酶（transke-
tolase）的上调与肿瘤细胞增殖与转移具有密切联系，研
究发现其过度表达与TKTL1的mRNA过度表达有关。将
针对TKTL1的siRNA转入至HepG2肝癌细胞后可显著的降
低TKTL1的表达及肿瘤细胞增殖，表明通过siRNA抑制
TKTL1的表达可有效抑制了肿瘤的侵袭和生长
[23]。
4.9  针对致癌病毒  病毒可通过不同机制诱发肿瘤，其
中一类病毒可以直接作用于细胞基因，使其过度增殖发
展成肿瘤，如EBV与鼻咽癌的发生发展密切相关；另一
类病毒则可以在机体免疫系统受到抑制时，诱发细胞病
变，形成肿瘤，如HIV感染引起的免疫缺陷，使其易生
卡波西（Kaposi）肉瘤及淋巴瘤。siRNA可抑制Epstein-
Barr病毒LMP1基因（EBVLMP1）的mRNA表达，有效抑
制鼻咽癌细胞的生长。
4.10  针对肿瘤血管的生成  血管内皮生长因子（Vascular 
endothelial growth factor, VEGF)在肿瘤恶性化中起着重
要作用，有研究表明将siRNA转入非白血性白血病细胞
K562，可有效地降低VEGF165的mRNA以及蛋白的表
达，抑制肿瘤血管的生成，限制肿瘤细胞的生长、转移
及浸润
[24]。
5    RNA干扰技术在肿瘤治疗中的应用
siRNA转入技术的发展使RNAi技术在应用上取得了
突破性的进展，有研究已成功地在黑猩猩体内使用双层
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的成功为RNAi技术应用的进一步发展奠定了基础。
随着技术的进步，RNAi技术有望给肿瘤治疗带来
革命性的进展。最近有研究运用纳米载体靶向作用于
小鼠体内的Ewing's瘤并有效的限制其生长，证明了非脂
质体纳米颗粒体内转运siRNA以及通过siRNA系统给药
法治疗转移癌的可行性。最近此方面的研究进展还包
括：适体-siRN嵌合体通过前列腺特异性膜抗原（Prostate 
Specific Membrane antigen, PSMA）靶向治疗前列腺癌，端
胶原-siRN复合体（atelocollagen-complexed siRNA）可有效
沉默血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, 
VEGF）并抑制肿瘤生长。同时，RNAi也可用于增强传
统抗肿瘤药物的效果，如靶向作用于多药耐药相关蛋白
（multidrug resistance gene, MDR1）用于化疗的重新致敏
以及沉默双链断裂修复蛋白以提高放化疗的效果。
6    RNA干扰技术的局限性
RNAi作为一种基因治疗技术其研究尚处于起始阶
段，但同其他基因治疗方法相同，影响RNAi技术治疗肿
瘤疾病的问题依然存在，主要为以下几点。
6.1 内源性RNAs的竞争作用  siRNA在体内会面临其它
RNAs的竞争作用，虽然不同序列的siRNA在体外有活
性，但当同时转染入体内时有可能会发生一个有效而另
一个无效的现象，主要原因为沉默复合物的竞争性诱导
使得各自的作用发生改变，或者诱导沉默复合物功能发
生改变，加重细胞的代谢并扰乱人体正常功能。
6.2  非特异性免疫反应  研究表明，转入哺乳动物细胞中
的dsRNA应<30个核苷酸以减小对人体细胞的毒性。同时
dsRNA或人工合成的siRNA可对敏感细胞产生干扰素样
应答，诱导2’, 5’寡腺苷酸合成酶（2', 5' Oligoadenylate syn-
thetase, 2-5AS），后者活化RNA酶L或Toll样受体，引起 
mRNA的降解，也能活化dsRNA依赖的蛋白激酶（double-
stranded-RNAactivated protein kinase, PKR），后者磷酸化
起始因子-2并使之失活，引起广泛的mRNA翻译受到抑制
[25]。树突状细胞和其他的免疫细胞可通过Toll样受体识别
siRNA等外来核苷酸诱发炎性反应
[26]。
6.3  非特异性抑制  通过基因芯片技术监测RNAi对基因组
中基因的作用，可发现其可抑制大量非靶向基因
[27]，其
主要原因为核苷酸序列的相似或同源性导致siRNA引起
非目的基因的沉默，从而对人体产生毒副作用。
6.4  机体耐受  由于RNAi具有高度专一性和严格的序列特
异性，所以表达基因或其二级结构的变化以及RNA结合
蛋白结构的变化均可能使原先有效的siRNA失去活性，
因此可合成针对一个靶基因的多个序列或同时针对细胞
中的多个靶基因的一系列siRNA并同时应用以克服机体
耐受，且由于siRNA不能影响沉默之前的蛋白表达，一
些半衰期较长的靶蛋白会影响RNAi的效果，也会使机体
产生对RNAi的耐受。
总之，RNAi技术作为一种肿瘤基因治疗技术尚处
于起步阶段，但由于其可高效、特异地阻断特定靶基因
的表达，因而在抗肿瘤治疗方面具有巨大的潜力和广阔
的应用前景。众所周知，肿瘤是多基因、多因素疾病，
RNAi技术对于内源性基因和外源性基因均有明显的作用
且可同时针对多个基因发挥作用，因而可以抑制或逆转
肿瘤的生长、侵袭与转移以达到治疗肿瘤的目的。虽然
将RNAi技术从一种研究手段转变成一种有效的治疗方法
尚面临一定的困难，但随着技术的进步尤其是在解决了
载体、靶向以及体内活性等问题之后，RNAi必将会在肿
瘤临床治疗中发挥巨大作用。
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